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Abstract of WO 2007034320 (A2) 

The invention concerns novel platelet-derived growth factor (PDGF) complexes associated with 
amphophilic polymers for enhancing the physical and chemical in vitro and in vivo stability of the 
therapeutic protein for pharmaceutical applications. The invention also concerns a method for 
preparing the PDGF-amphiphilic polymer complex characterized in that it consists in preparing said 
polymer/PDGF-BB complex in an aqueous medium and in the absence of organic solvent likely to 
cause denaturation of the protein and the use of said PDGF-amphiphilic polymer complex for 
preparing a therapeutic wound-healing composition for topically treating ulcers. 
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(57) Abstract: The invention concerns novel platelet-derived growth factor (PDGF) complexes associated with amphophilic poly- 
mers for enhancing the physical and chemical in vitro and in vivo stability of the therapeutic protein for pharmaceutical applications. 
The invention also concerns a method for preparing the PDGF-amphiphilic polymer complex characterized in that it consists in 
preparing said polymer/PDGF-BB complex in an aqueous medium and in the absence of organic solvent likely to cause denaturation 
of the protein and the use of said PDGF-amphiphilic polymer complex for preparing a therapeutic wound -healing composition for 
topically treating ulcers. 

(57) Abrege : La presente invention concerne de nouveaux complexes de Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) associes a des 
polymeres amphiphiles permettant d'ameliorer la stabilite physique et chimique in vitro et in vivo de la proteine therapeutique pour 
des applications pharmaccutiqucs. EUc convcrnc cgalcmcnt lc procede dc preparation du complcxc polymcrc amphiphilc-PDGF ca- 
racterise en ce que Ton prepare ce complexe polymere/PDGF-BB en milieux aqueux et en absence de solvant organique susceptible 
de denaturer la proteine et l'utilisation dudit complexe polymere amphiphile-PDGF pour la preparation d'une composition therapeu- 
tique a action cicatrisante destinee au traitement des ulceres par voie topique. 
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Complexe polymere amphiphile-PDGF 

La presente invention concerne de nouveaux complexes de 
Platelet-Derived Growth Factor (PDGF) associes a des polymeres amphiphiles 
5 permettant d'ameliorer la stabilite physique et chimique in vitro et in vivo de la 
proteine therapeutique pour des applications pharmaceutiques. 

Les PDGF sont des glycoproteines d'environ 30000 Daltons, 
composees de deux chames polypeptidiques liees entre elles par deux ponts 
10 disulfures. Quatre types de chames ont ete identifies A, B, C et D. La proteine 
native existe sous la forme d'homodimere ou d'heterodimere de type AB 
(Oefner C. EMBO J. 11, 3921-2926, 1992). 

Le PDGF a ete isole pour la premiere fois dans les plaquettes. Ce 

15 sont des facteurs de croissance liberes lors de la coagulation sanguine, 
capables de promouvoir la croissance de differents types de cellules (Ross R. 
et a/., Proc. Natl. Acad. Sci. USA, 1974, 71, 1207 ; Kohler N. & Lipton A., Exp. 
Cell Res., 1974, 87, 297). II est maintenant connu que le PDGF est produit par 
un certain nombre de cellules autres que les plaquettes et qu'il est mitogene 

20 pour la plupart des cellules derivees du mesenchyme, i.e. les cellules 
sanguines, musculaires, osseuses et cartilagineuses, ainsi que les cellules du 
tissu conjonctif (Raines E.W., in "Biology of Platelet-Derivated Growth Factor", 
1993, Westermark, B. et C. Sorg, Ed. Basel, Kerger, p. 74). De nombreux 
articles tendent egalement a demontrer que le PDGF issu des macrophages se 

25 comporte comme un agent chemotactique et mitogene pour les cellules 
musculaires lisses, qu'il contribue a I'epaississement myointimal des parois 
arterielles caracteristique de I'arteriosclerose (Ross R. et a/., Science, 1990, 
248, 1009). Les activites du PDGF incluent en outre et notamment la 
stimulation de la liberation des granules par les monocytes neutrophiles (Tzeng 

30 D.Y. et at., Blood, 1985, 66, 179), la facilitation de la synthese steroTdienne par 
les cellules de Leydig (Risbridger G.P., Mol. Cell. Endocrinol., 1993, 97, 125), 
la stimulation de la phagocytose neutrophile (Wilson E. et a/., Proc. Natl. Acad. 
Sci. USA, 1987, 84, 2213), la modulation de I'expression et de la secretion de 
la thrombospondine (Majak R.A. et a/., J. Biol. Chem., 1987, 262, 8821), et la 

35 post-regulation du gene ICAM-1 dans les cellules musculaires lisses 
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vasculaires (Morisaki N. et a/., Biochem. Biophys. Res. Commun., 1994, 200, 
612). 

Compte tenu de ces diverses proprieties, I'utilisation de PDGFs 
recombinants dans le domaine pharmaceutique a deja ete envisagee. 
5 L'utilisation du PDGF a notamment ete approuvee pour le traitement des 
ulceres de pied diabetique (Regranex, J&J) et pour la reparation periodontal 
(GEM 21 S, Biomimetic). 

La cicatrisation des ulceres, tout comme la cicatrisation cutanee en 
10 general, est un phenomene complexe qui necessite ['intervention coordonn6e 
dans le temps et dans I'espace de nombreux types cellulaires, qui peut se 
resumer en trois phases : une phase d'inflammation, une phase de proliferation 
et une phase de remodelage. 

15 Dans la phase inflammatoire, d'environ 7 jours pour une 

cicatrisation normale, les macrophages tuent les bacteries, debrident les tissus 
endommages et regenerent les tissus. Pour ce faire, les macrophages 
secretent des collagenases, des cytokines et des facteurs de croissance. 

Au cours de la phase de proliferation, du 3 e jour a la 3 e semaine 

20 pour une cicatrisation normale, trois evenements se succedent. La plaie se 
remplit du tissu de granulation, I'angiogenese se developpe et la plaie se 
couvre de cellules epitheliales. Le tissu de granulation croit des bords vers le 
centre. Les fibroblastes produisent abondamment du collagene de type III. 

Au cours du remodelage, de la 3 e semaine a 1 ou meme 2 ans, les 

25 tissus de granulation maturent, les fibroblastes produisent moins de collagene. 
Les vaisseaux sanguins formes au cours de la granulation qui sont inutiles sont 
elimines par apoptose. Le collagene de type III est remplace par du collagene 
de type I qui s'organise selon des lignes de tension et se reticule. 

30 Dans ce processus, le PDGF joue un role primordial. Lors de la 

formation d'une plaie, les plaquettes s'agregent et liberent le PDGF. Le PDGF 
attire les neutrophiles, les macrophages et les fibroblastes sur la plaie et est un 
puissant mitogene. Les macrophages, les cellules endothelials synthetisent et 
secretent a leur tour du PDGF. Le PDGF stimule la production de la nouvelle 

35 matrice extracellulaire par les fibroblastes, essentiellement les composes non 
collageniques tels que les glycosaminoglycanes et les proteines d'adhesion (J. 
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F. Norton et al, Essential practice of surgery, Springer, 2003, chapitre 7, 77- 
89). 

Les plaies chroniques telles que les uiceres de pied diabetique, les 
5 uiceres veineux et les uiceres de pression presentent la particularite de 
cicatriser tres lentement et parfois de facon incomplete car le processus de 
cicatrisation ne se deroule pas normalement (R. Lobmann et al, J. of Diabetes 
and its complications, 2006, 20, 329-335). 

10 Le processus de cicatrisation est en fait un equilibre delicat entre 

un processus de destruction necessaire afin d'eliminer les tissus endommages 
et le processus de reparation qui conduit a la formation de nouveaux tissus. 
Les proteases et les facteurs de croissance jouent un role crucial dans ce 
processus en reglant cet equilibre. Dans le cas des plaies chroniques, cet 

15 equilibre est rompu en faveur de la degradation ce qui explique leur retard a la 
cicatrisation. Mors qu'il; existe differents types de plaies chroniques, 
biochimiquement elles sont relativement similaires dans le sens ou elles sont 
caracterisees par des phases prolongees d'inflammation conduisant a des 
niveaux eleves en proteases et diminuant ainsi I'activite des facteurs de 

20 croissance (G. Lauer et al. J. Invest. Dermatol. 115 (2000) 12-18). Cette 
degradation des facteurs de croissance contribue a une perte globale de tissus 
associes a ces plaies chroniques ne favorisant pas la cicatrisation (D.R. Yager 
et al. J. Invest. Dermatol. 107(1996) 743-748). 

25 II existe actuellement sur le marche un medicament a base de 

PDGF-BB recombinant humain correspondant a la denomination commune 
internationale "becaplermin", vendu sous la denomination commerciale 
Regranex®. Ce medicament est indique pour le traitement des uiceres des 
membres inferieurs de diabetiques. II se presente sous la forme d'un gel a 

30 application topique et permet de promouvoir la cicatrisation des uiceres. II 
permet en particulier, tout comme le PDGF endogene, de favoriser la 
proliferation cellulaire et done la formation de nouveaux tissus. 

Ce traitement a une efficacite limitee (Cullen et al. The international 
35 journal of biochemistry & Cell Biology 34,1544-1556,2002) meme si les etudes 
cliniques ont montre des ameliorations de la cicatrisation et de la duree 
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necessaire a la cicatrisation (Greenhalgh et al., American Journal of 
pathology,136,1235-1246 1990 ; Ladin Plastic and Reconstructive 
Surgery,105,1230-1231 2000; Holloway et al. Wounds.5/4,198-206 ; 
Mandracchia et al. Clinics in Podiatric Medecine and Surgery, 1 8,189-209 2001; 
5 Wieman TJ. American Journal of Surgery,176,74S-79S 1998). 

Le produit Regranex qui contient le PDGF-BB, commercialise par 
J&J, a demontre son efficacite en augmentant le taux de guerison a 50% des 
patients traites contre seulement 36% pour les patients qui ont seulement regu 

10 un traitement standard de la plaie. Malgre cette amelioration significative du 
traitement de I'ulcere de pied diabetique, force est de constater que seulement 
50% des patients guerissent apres un traitement long et couteux. Dans les cas 
de non guerison, les consequences peuvent etre extremement graves et 
conduire dans de nombreux cas a une amputation du membre inferieur. Il faut 

15 ajouter que la duree moyenne du traitement est tres longue, environ 20 
semaines et son application est couteuse et contraignante a raison d'un 
nettoyage de la plaie et d'une application de Regranex le matin suivie 12 
heures plus tard d'un nettoyage de la plaie. Ces deux interventions necessitent 
le plus souvent les soins d'une infimiere. De plus le cout moyen d'un traitement 

20 d'une duree de vingt semaines est excessivement eleve (de Pordre de 1400 
dollars americains). 

L'efficacite partielle peut s'expliquer par une degradation rapide du 
PDGF sur la plaie a traiter. Cette degradation resulte dans le cas d'une plaie 
25 chronique d'un etat d'inflammation prolonge generant, au niveau de la plaie un 
environnement hostile au PDGF par stimulation d'une surproduction de 
proteases. 

Alors que le controle de la degradation est necessaire pour la 
30 cicatrisation des plaies, une activite proteolytique excessive est nuisible en 

conduisant a la degradation de la matrice extracellulaire (F. Grinnell et al. J. 

Invest. Dermatol. 106 (1996) 335-341 et C.N. Rao et al. J. Invest. Dermatol. 

105 (1995) 572-578) et des molecules ayant un role fonctionnel cle comme les 

facteurs de croissance (V. Falanga et al. J. Derm. Surg. One. 18(1992) 604- 
35 606 ;D.R. Yager et al. Wound Rep. Reg. 5 (1997) 23-32. et M. Wlaschek et la. 

Br. J. Dermatol. 137 (1997) 646-647). En effet, les facteurs de croissance 
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comme le PDGF, le JGF/3 ou le bFGF sont des elements cles dans le 
processus de cicatrisation par leurs capacites a induire la migration des 
cellules, la proliferation, la synthese de proteine, la formation de la matrice et 
plus generalement en controlant le processus de reparation. Cependant ces 
5 facteurs de croissance sont des molecules proteiques, et par consequent 
sensibles a la degradation proteolytique. Plusieurs etudes montrent que la 
degradation des facteurs de croissance comme le PDGF est beaucoup plus 
rapide lorsqu'ils sont mis en contact avec des fluides provenant de plaies 
chroniques car ils contiennent des concentrations elevees en 
10 metalloproteinases (D.R. Yager et al. J. Invest. Dermatol. 107(1996) 743-748). 

Pour le traitement des ulceres veineux Regranex lors d'une etude 
clinique pilote reportee dans la publication (T.J. Wieman, Wounds, 2003,vol 15, 
n°8, 257-264) n'a montre qu'une amelioration mineure des traitements actuels 
15 a base d'un nettoyage regulier de la plaie avec une therapie de compression. 

Le probleme de I'instabilite du PDGF par exemple a ete revele lors 
de la' production de la proteine. II est connu que le PDGF est particulierement 
sensible a la proteolyse post-traductionnelle (Hart et al. .Biochemistry 29 :166- 

20 172, 1990 et brevet US serial N°07/557,219) et notamment au niveau de la 
liaison entre I'acide amine arginine en position 32 et I'acide amine threonine en 
position 33 de la chaine mature de la proteine. D'autres- sites sont sensibles a 
la proteolyse comme la liaision entre I'arginine en position 79 et la lysine en 
position 80 ou encore la liaison entre I'arginine en position 27 et I'arginine en 

25 position 28 de la chaTne B du PDGF. 

Cette instability proteolytique pose un probleme majeur dans le 
cadre de I'obtention de cette proteine qui est produite de facon recombinante 
chez la levure selon le procede decrit dans le brevet US N°4,845,075. En effet, 

30 le brevet US N°7,084,262 nous apprend que I'analyse et la purification du 
PDGF-BB, conduit a I'obtention de 21 isoformes resultant de clivages 
endoproteolytiques post-traductionnels. Cette grande heterogeneite structurale 
a pour consequence d'entralner une diminution de 50% de I'activite de la 
proteine produite par genie genetique par rapport a la proteine intacte de forme 

35 mature. 
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Par ailleurs des resuitats cliniques recents de Cardium, d'apres un 
communique de presse date du 14 aout 2006 (www.prnewswire.com) sur des 
ulceres de pied diabetique non gueris apres 14 semaines montrent le potentiei 
que peut offrir un traitement avec le PDGF-BB. La solution proposee par 
5 Cardium consiste a introduce ie gene depression du PDGF-BB dans les 
cellules de la plaie pour le surexprimer localement. Gette th6rapie genique a 
I'aide d'un adenovecteur a permis de cicatriser pres de 80% de ces ulceres du 
pied diabetique resistants aux traitements courants, sur une cohorte de 15 
patients. Cette solution therapeutique est prometteuse. Mais les 
10 developpements pharmaceutiques de traitements a base de therapie genique 
sont a ce jour encore tres hasardeux pour des raisons de securite liees a 
I'emploi de vecteurs viraux de type adenovirus. 

II y a done un besoin et une possibility d'amelioration- les 
15 traitements actuels de I'ulcere de pied diabetique avec le PDGF. 

Dans le cas du traitement de I'ulcere de pied diabetique, I'objectif 
ultime est triple : 

> accelerer la guerison 

> augmenter le taux de guerison 

20 > simplifier le protocole du traitement 

il y a aussi le cas des ulceres veineux et des ulceres de pression, 
causes de douleurs importantes et de complications medicales tres graves. 

Le probleme a resoudre est done pour I'essentiel une protection du 
25 PDGF sur la plaie chronique. 

Diverses solutions ont ete proposees. 

Le brevet US 5,905,142 decrit un moyen de remedier a ces 
30 problemes de proteolyse concernant le PDGF en generant des mutants de la 
proteine ayant une resistance accrue vis-a-vis des attaques proteolytiques en 
substituant ou en supprimant un ou plusieurs acides amines lysine ou arginine 
proches des sites de clivage potentiels. Cette strategie pour rendre la proteine 
plus resistante aux proteases n'est pas satisfaisante. Cette modification 
35 genetique du PDGF peut entrainer des modifications de Tactivite biologique 
avec des affinites differentes vis-a-vis de ces differents recepteurs ce qui peut 
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aussi induire des problemes toxicologiques. De plus une telle modification du 
PDGF necessite un nouveau developpement pharmaceutique, extremement 
coQteux et hasardeux. 

5 Dans les annees 1970 lorsque cette proteine a ete abondamment 

etudiee, il s'est revele que la purification etait extremement delicate car le 
PDGF est « une proteine tres collante » de part ses proprietes cationiques et 
hydrophobes (Heldin.C.H. EMBO J. 11:4251-4259 ,1992; Raines and 
Ross.J.Biol.Chem. 257(9):51 54-51 60,1 982 ; Antoniades, PNAS 78:7314, 

10 1981 ■; Deuel et al. J. Biol. Chem. 256:8896, 1981). Le PDGF est en effet une 
proteine fortement cationique dont le point isoelectrique est compris entre 9,8 
et 10,5. D'autres auteurs confirment ce comportement comme Wei et al. 
(Journal of controlled release 112 :103-110, 2006) qui expliquent que le PDGF 
s'adsorbe aisement sur des surfaces du contenant dans lequel il se trouve en 

15 solution. Les auteurs solutionnent le probleme en ajoutant dans le melange soit 
de la BSA a 0,1%, soit un melange 0,1%BSA/Tween 20. Ces solutions 
resolvent en grande partie le probleme puisque jusqu'a 95% de la proteine se 
retrouve en solution. Mais ces solutions ne sont pas satisfaisantes d'un point 
de vue pharmaceutique etant donne I'origine animal de la BSA et les risques 

20 lies a I'encephalopathie spongiforme bovine. 

Une autre solution proposee par les memes auteurs, consiste a 
ajouter un surfactant anionique plus puissant (SDS) qui permet de maintenir le 
PDGF en solution. Malheureusement, le SDS induit egalement une 
25 denaturation partielle de la proteine conduisant a une perte de la bioactivite. 
Cette solution n'est done pas satisfaisante pour stabiliser la proteine. 

Dans le brevet W093/08825, les inventeurs ont mis en evidence 
que le PDGF purifie presente une forte instability lorsqu'il est formule sous la 

30 forme d'un gel pour une application topique. lis donnent pour exemple 
I'incompatibilite du PDGF avec un certain nombre de produits utilises 
classiquement pour formuler des produits pharmaceutiques comme la 
methylcellulose ou I'hydroxypropylcellulose ainsi que certains conservateurs 
conventionnels comme I'alcool benzylique. Les auteurs posent le probleme en 

35 expliquant qu'il existe un besoin de formuler le PDGF sous la forme d'un gel 
pour administration topique tout en ayant une bonne stabilite long terme. Les 
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memes auteurs montrent que le PDGF en solution se degrade par un 
processus de deamidation a pH neutre et que la proteine est plus stable a un 
pH legerement acide. Les auteurs montrent qu'en combinant plusieurs 
parametres, un polymere ne presentant pas d'interactions avec la proteine, un 
5 tampon a pH legerement acide permettant de limiter la reaction de deamidation 
et un conservateur neutre vis-a-vis de la proteine, il est possible de formuler le 
PDGF afin d'obtenir une formulation stable d'un point de vue pharmaceutique. 

Les auteurs montrent qu'il est possible d'obtenir une formulation 
stable au stockage par ajout d'un polymere ne presentant pas d'interactions 
10 avec la proteine a conditions de maintenir la formulation a pH legerement acide 
afin d'eviter les reactions de degradation par deamidation de la proteine. Cette 
solution n'est toutefois pas satisfaisante car elle ne permet pas de proteger le 
facteur de croissance des degradations proteolytiques in vivo au pH 
physiologique. 

15 

Dans le brevet WO97/12601 qui decrit des formulations de PDGF 
sous la forme de gel, les auteurs expliquent que le derive de la cellulose qu'ils 
utilisent, est capable de stabiliser les facteurs de croissance envers une 
eventuelle perte d'activite lors du stockage. Pour cela ils se basent sur les 

20 resultats obtenus precedemment sur I'EGF dans le brevet US 4,717,717. 
Cependant ils expliquent egalement que la stabilite du gel de cellulose 
contenant du PDGF peut etre grandement amelioree en ajoutant a la 
formulation une espece chimique chargee tel que des acides amines charges 
ou des ions metalliques. La encore, cette solution permet de stabiliser les 

25 facteurs de croissance dans le formulation lors du stockage du produit mais ne 
permet pas une stabilisation de ces facteurs de croissance vis-a-vis des 
proteases presentes au niveau des plaies chroniques au pH physiologique. 

II existe done un interet therapeutique a stabiliser et proteger les 
30 facteurs de croissance, notamment le PDGF, afin d'augmenter son efficacite 
dans le cadre d'un traitement des plaies chroniques et plus particulierement 
celui des plaies d'ulceres de pied diabetique. L'invention concerne done la 
stabilisation du PDGF vis-a-vis des degradations chimiques ou physiques 
pouvant intervenir au pH physiologique in vitro et in vivo par la mise au point 
35 d'un complexe entre un polymere amphiphile et un PDGF. 
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[.'invention concerne done la formation d'un complexe entre un 
polymere amphiphile et un PDGF (polymere amphiphile-PDGF), ce complexe 
apportant une stabilisation chimique et physique a la proteine vis-a-vis des 
degradations a pH physiologique in vitro et in vivo. 



10 



La presente invention concerne done un complexe polymere 
amphiphile-PDGF, stable physiquement et chimiquement, soluble dans I'eau, 
caracterise en ce que : 

- les polymeres amphiphiles sont constitues d'un squelette 
polymerique hydrophile fonctionhalise par des substituants hydrophobes et des 
groupements hydrophiles selon la formule generate suivante. 



Polymere 



R 
I 

Hy 



Jn 



P 



Y 



DP = m unites monomere 



15 



20 



25 



• R, R' etant une liaison ou une chaine comprenant entre 1 et 18 
carbones, eventuellement branchee et/ou insaturee comprenant un ou 
plusieurs heteroatomes, tels que O, N ou/et S, 

R et R' etant identiques ou differents entre eux 

• F, F' etant un ester, un thioester, un amide, un carbonate, un 
carbamate, un ether, un thioether, une amine, 

F et F' etant identiques ou differents entre eux 

• X etant un groupement hydrophile pouvant etre : 

o un carboxylate 

o un sulfate 

o un sulfonate 

o un phosphate 

o un phosphonate 



WO 2007/034320 



PCT/IB2006/002666 



10 

• Y etant un groupement hydrophile pouvant etre : 

o un sulfate 
o un sulfonate 
o un phosphate 
5 o un phosphonate 

• Hy etant un groupement hydrophobe pouvant etre : 

o un alkyle Iineaire ou ramifte en C8 a C30, Eventuellement 
insature et/ou contenant un ou plusieurs heteroatomes, tels que 
O, Nou S. 

10 o un alkylaryl ou un arylalkyle Iineaire ou ramifie en C8 a C18, 

eventuellement insature et/ou contenant eventuellement un 
heteroatome 

o un polycycle en C8 a C30 eventuellement insature. 



15 n et o sont compris entre 1 et 3, 

h represente la fraction molaire de motif hydrophobe par rapport a 
une unite monomerique comprise entre 0.01 et 0.5 

x represente la fraction molaire de groupements hydrophiles par 
rapport a une unite monomerique, comprise entre 0 et 2.0. 
20 y represente la fraction molaire de groupements hydrophiles par 

rapport a une unite monomerique, comprise entre 0 et 0.5. 

- le PDGF est choisi dans le groupe des PDGFs (Platelet-Derivated 
Growth Factors). 

25 

Elle concerne un complexe caracterise en ce que le PDGF est 
choisi dans le groupe constitue par les PDGFs recombinants humains 
comportant deux chames B (rhPDGF-BB). 

30 Elle concerne un complexe caracterise en ce que le PDGF est le 

PDGF-BB. 

Les substituants des polymeres amphiphiles sont repartis de fagon 
contr6I6e ou statistique. Parmi les polymeres ayant une repartition controlee 
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des substituants, on peut titer, par exemple, les copolymeres a blocs et les 
copolymeres alternes. 



Copolymere statistique 

* Monomer — Monomer -Monomer Monomer Monomer Monomer — * 

i i i 

Hydrophobe Hydrophobe Hydrophobe 



Copolymere a blocs 

* Monomer — Monomer- Monomer Monomer Monomer Monomer — * 

i i i 

Hydrophobe Hydrophobe Hydrophobe 



Copolymere alteme 

* Monomer — Monomer Monomer Monomer Monomer Monomer — * 

i i i 

Hydrophobe Hydrophobe Hydrophobe 



Ainsi dans un mode de realisation, ('invention concerne egalement 
un complexe polymere amphiphile-PDGF caracterise en ce que le polymere est 
choisi parmi les polymeres dont les substituants sont repartis de fa?on 
10 statistique. 

Dans un mode de realisation, Pinvention concerne egalement un 
complexe polymere amphiphile-PDGF caracterise en ce que le polymere 
amphiphile est choisi parmi les polyaminoacides. 

15 

Dans un mode de realisation, les polyaminoacides sont choisis 
dans le groupe constitue par les polyglutamates ou les polyaspartates. 

Dans un mode de realisation, les polyaminoacides sont des 
20 homopolyglutamates. 

Dans un mode de realisation, les polyaminoacides sont des 
homopolyaspartates. 
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Dans un mode de realisation, les polyaminoacides sont des 
copolymeres d'aspartate et de glutamate. Ces copolymeres sont soit a blocs, 
soit statistiques. 

5 

Dans un mode de realisation, Pinvention conceme egalement un 
complexe polymere amphiphile-PDGF caracterise en ce que le polymere est 
choisi parmi parmi les polysaccharides. 

10 Dans un mode de realisation, les polysaccharides sont choisis dans le groupe 
constitue par les hyaluronanes, les alginates, les chitosans, les 
galacturonanes, la chondroitin-sulfate, les dextrans, les celluloses. 

Le groupe des celluloses est constitue des celluloses 
15 fonctionnalisees par des acides comme la carboxymethylcellulose. 

Le groupe des dextrans est constitue des dextrans fonctionnalises 
par des acides comme la carboxymethyldextran. 

20 Dans un mode de realisation, le polysaccharide est un derive de 

dextran soluble repondant a la formule (I) suivante : 

DMC a B b Su c (I) 

dans laquelle : 

-D represente une chame polysaccharidique, de preference 
25 constitute par des enchamements d'unites glucosidiques, 

- MC represente des groupes methylcarboxylique, 

- B represente des groupes N-benzylmethylenecarboxamide, 

-Su represente des groupes sulfates (sulfatation des fonctions 
hydroxyle libres, portees par les unites glucosidiques), 
30 -a, b et c represented le degre de substitution (ds), 

respectivement des groupements MC, B et Su avec 

i) a strictement superieur a 0 ; 

ii) b est tel que : 

. soit b est superieur ou egal a 0,3 et c est compris entre 0,1 et 

35 0,5 ; 
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. soit b est strictement inferieur a 0,3 et c repond a I'equation (1 ) 

suivante : 

c > 8,5 b 2 - 5,41 b + 0,86 (1). 

5 Ces derives de dextran de formule (I), ainsi que leur procede de 

preparation sont decrits de facon plus generate dans la demande de brevet 
WO 99/29734. Ces derives de dextran de formule (I) sont trivialement appeles 
DMCBSu et sont consideres comme etant des copolymeres constitues de 
sous-unites R-OH et R-OX, X pouvant etre un groupement methylcarboxylique 

0 (MC), benzylamide (B) ou sulfate (Su). Ainsi, un dextran methylcarboxylique 
(DMC) avec un degre de substitution (ds) de 0,6 en groupements 
methylcarboxyliques contient 0,6 groupement substitue (R-MC) et 2,4 de 
groupements hydroxyles (R-OH), par unite glucosidique. 

5 Dans un mode de realisation, D presente une masse molaire 

comprise entre 1 000 et 2 000 000 Da, et dans un mode de realisation, 
inferieure a 70 000 Da. 

Dans un mode de realisation, les derives de dextran sont choisis 
parmi les composes de formule (I) dans lesquels b est superieur ou egal a 

0 0,35. 

Dans ce cas, et selon un mode de realisation, les derives de 
dextran sont choisis parmi les composes de formule (I) dans lesquels a est 
compris entre 0,5 et 0,8, et c est compris entre 0,1 et 0,5. 

5 Dans un mode de realisation, les polysaccharides sont choisis 

dans le groupe constitue par les hyaluronanes, les alginates, les chitosans. 



Ces differents polysaccharides peuvent etre represents comme 



suit 



3 



*0 



CO„H. 
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Galacturonane 




Hyaluronane 




R = H, Dextran 

R = CH 2 COOH ou H, Carboxymethyl Dextran 



10 





Alginate 



15 Le polysaccharide peut avoir un degre de polymerisation moyen m 

compris entre 10 et 10000. 

Dans un mode de realisation, il a un degre de polymerisation 
moyen m compris entre 10 et 5000. 

Dans un autre mode de realisation, il a un degre de polymerisation 
20 moyen m compris entre 10 et 500. 
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Dans un mode de realisation, I'invention concerne egalement un 
complexe polymere amphiphile-PDGF caracterise en ce que le groupe 
hydrophobe Hy est choisi dans le groupe constitue par les acides gras, les 
alcools gras, les amines grasses, les amines benzyliques, les derives du 
5 cholesterol et les phenols. 

Dans un mode de realisation, le derive du cholesterol est I'acide 

cholique. 

Dans un autre mode de realisation, le phenol est I'alpha-tocopherol. 

10 

Dans un mode de realisation, le complexe polymere amphiphile- 
PDGF selon I'invention est reversible. 

Les polymeres utilises sont synthetises selon les techniques 
15 connues de I'Homme de Tart ou achetes aupres de fournisseurs comme par 
exemple Sigma-Aldrich, NOF Corp. ou CarboMer Inc. 

Les PDGF sont choisis parmi les PDGF recombinants humains, 
obtenus selon les techniques connues de rHomme de I'art ou achetSs aupres 
20 de fournisseurs comme par exemple aupres des societes Gentaur (USA) ou 
Research Diagnostic Inc. (USA). 

La mise en evidence de la stabilisation a la fois chimique et 
25 physique peut etre effectuee notamment par la mise en ceuvre des tests 
suivants : 

• un test de mise en Evidence du complexe polymere amphiphile-PDGF 
selon I'invention, realise par electrophorese sur gel (Gel Mobility Shift 
Assay) 

30 • un test de ralentissement de la degradation enzymatique d'un 

complexe polymere amphiphile-PDGF selon ("invention realise par 
mise en contact avec une protease 

• un test de stabilisation physique d'un complexe polymere amphiphile- 
PDGF selon I'invention a pH physiologique realise par SDS-Page. 

35 



WO 2007/034320 



PCT/IB2006/002666 



16 

Uinvention concerne egalement un complexe polymere amphiphile- 
PDGF caracteris6 en ce qu'il satisfait aux tests de mise en evidence de la 
stabilisation chimique et physique, a savoir un test de mise en evidence du 
complexe (Gel Mobility Shift Assay), le test de ralentissement de la degradation 

5 enzymatique par mise en contact avec une protease et le test de stabilisation 
physique a pH physiologique realise par SDS-Page, 

Le test de mise en evidence du complexe realise par Gel Mobility 
Shift Assay base sur le deplacement d'ions sous Peffet d'un champ electrique. 
Les complexes anioniques migrent vers I'anode et les complexes cationiques 

10 se deplacent vers la cathode. Apres migration, les proteines sont transferees 
par capillarite sur membrane de PVDF et revelees par un anticorps specifique 
de la proteine reconnu par un deuxieme anticorps couple a la peroxidase. La 
proteine seule ne migre pas ou peu, la proteine complexee au polymere 
amphiphile migre vers i'anode ou la cathode en fonction de la charge globale 

15 du complexe. 

Le test de ralentissement de la degradation enzymatique est base 
sur la verification de I'integrite de la proteine apres mise en contact du 
complexe polymere amphiphile-PDGF selon ('invention, avec une protease. 
20 Une solution d'une protease (trypsine, chymotrypsine...) est ajoutee a la 
solution de complexe et une cinetique est realisee. La reaction est arretee par 
ajout d'un inhibiteur specifique de I'enzyme (indole, benzamidine). L'integrite de 
la proteine est ensuite analysee par electrophorese sur gel de polyacrylamide 
(SDS-Page). 

25 

Le test de stabilisation physique d'un PDGF est base sur la 
verification de Tintegrite de la proteine par comparaison d'une solution du 
complexe polymere amphiphile-PDGF selon 1'invention a une solution de 
PDGF seule a pH 7.4 en terme de concentration en proteine dans la solution. 
30 Ces deux solutions sont placees sur un banc d'agitation pendant 48h a 
temperature ambiante puis centrifugees. La concentration en PDGF dans 
chacune des solutions est evaluee par SDS-Page. 

Le complexe polymere amphiphile-PDGF selon Tinvention est 
35 forme par la mise en solution aqueuse d'un PDGF et d'un polymere amphiphile 
a pH physiologique sans utiliser de solvant organique susceptible de denaturer 
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la. proteine. La formation du complexe polymere amphiphile-PDGF est 
spontanee et n'implique pas de liaison covalente entre le PDGF et le polymere 
amphiphile. Cette association se fait par des liaisons faibles qui sont 
essentiellement des interactions hydrophobes et des interactions ioniques. 

5 

{.'invention concerne egalement le procede de preparation du 
complexe polymere amphiphile-PDGF selon I'invention, caracterise en ce que 
Ton met en contact en solution a pH physiologique un PDGF et un polymere 
amphiphile. 

10 

D'autres tests peUvent §tre mis en place pour parfaire la mise en 
evidence de la formation du complexe polymere amphiphile-PDGF selon 
I'invention. 

• un test de maintien de la structure tertiaire du PDGF determine par 
15 dichroTsme circulate 

• un test de stabilite d'un PDGF dans le complexe polymere 
amphiphile-PDGF selon 1'invention a pH physiologique sous stress. 
Le stress peut etre un mode d'agitation particulier, la presence de 
sels, etc. 

20 

L'invention concerne egalement un complexe polymere amphiphile- 
PDGF caracterise en ce que le ratio PDGF/polymere amphiphile est compris 
entre 1/5 et 1/5000. 

Dans un mode de realisation, il est compris entre 1/100 et 1/5000. 

25 

Dans un autre mode de realisation, il est compris entre 1/300 et 

1/700. 

L'invention concerne egalement une composition therapeutique 
30 caracterisee en ce qu'elle comprend un complexe polymere amphiphile-PDGF 
selon I'invention. 

On entend par composition therapeutique une composition 
utilisable en medecine humaine ou veterinaire. 
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La composition pharmaceutique selon I'invention est de preference 
une composition a application topique pouvant se presenter sous la forme d'un 
gel, de creme, d'un sprays ou d'une p3te, ou d'un patch. 

La nature des excipients susceptibles d'etre formules avec le 
5 complexe polymere amphiphile-PDGF selon I'invention est choisie en fonction 
de sa forme de presentation selon les connaissances generates du galeniste. 

Ainsi, lorsque la composition selon I'invention est sous la forme 
d'un gel, eelui-ci est par exemple un gel realise a partir de polymeres tels que 
les carboxymethylcelluloses (CMC) les polymeres vinyliques, les copolymeres 
10 de type PEO-PPO, les polysaccharides, les PEO, les acrylamides ou les 
derives d'acrylamides. 

D'autres excipients peuvent etre utilises dans cette invention afin 
d'ajuster les parametres de la formulation comme un tampon pour ajuster le 
pH, un agent permettant d'ajuster I'isotonicite, des conservateurs comme le 
15 parahydroxybenzoate de methyle, le parahydroxybenzoate de propyle, le tri- 
cresol, ou le phenol ou encore un agent anti-oxydant comme le chlorhydrate de 
L-lysine. 

Selon I'invention, la composition therapeutique est caracterisee en 
ce qu'elle permet une administration d'environ 100 ug par ml de PDGF. 

20 

La presente invention concerne egalement I'utilisation d'un 
complexe polymere amphiphile-PDGF selon I'invention pour la preparation 
d'une composition therapeutique a action cicatrisante destinee au traitement 
des ulceres par voie topique. 

25 

Elle concerne egalement une methode de traitement therapeutique 
a usage humain ou veterinaire caracterisee en ce qu'elle consiste a administrer 
au site de traitement une composition therapeutique comprenant le complexe 
polymere amphiphile-PDGF selon I'invention. 

30 
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EXEMPLES 

Exemple 1 : Complexe PDGF-BB/DMCBSu 

5 Synthese du carboxymethyl dextran sulfate modifie par la benzylamine 
(DMCBSu) 

Le polymere amphiphile est synthetise a partir d'un carboxymethyl 
dextran ayant un degre de substitution en carboxymethyl par unite 

10 saccharidique de 1.0 et une masse molaire moyenne de 40000 g/mol. La 
benzylamine est greffee sur les acides de ce polymere selon une methode 
classique de couplage dans I'eau en presence d'un carbodiimide hydrosoluble. 
Le degre de substitution en benzylamine par unite saccharidique est de 0.4, 
determine par RMN 1 H. Ce polymere est ensuite sulfate par un complexe 

15 S03/pyridine. Le degre de substitution en sulfate par unite saccharidique est 
de 0.3. 

Preparation du complexe PDGF-BB/DMCBSu 

20 10 pi d'une solution de PDGF-BB a 0,1 mg/ml est ajoutee a 90 ul 

d'une solution de DMCBSu a 50 mg/ml. Les solutions de PDGF-BB et de 
DMCBSu sont tamponnees a pH 7.4 et 300 mOsm. Cette solution est mise 
sous agitation douce deux heures a temperature ambiante puis stockee a 4°C. 

25 Mise en evidence de la formation d'un complexe PDGF-BB/DMCBSu 

10 pi de la solution du complexe PDGF-BB/ DMCBSu decrite ci- 
dessus est deposee sur un gel d'agarose. La migration des composes 
s'effectue sous I'effet d'un champ electrique (200mA - 4 heures). Apres 

30 migration, le PDGF-BB est transfere sur une membrane de PVDF durant une 
nuit, puis revele par immunoblotting avec des anticorps de chevre anti-PDGF- 
BB sur lesquels se fixeront des anticorps secondaires anti-IgG de chevre 
couples a la peroxidase HRP revelee par un substrat (5-bromo-4-chloro-3- 
indolyl phosphate/nitro blue tetrazolium). 

35 Le complexe PDGF-BB/DMCBSu migre vers Tanode. Sa charge 

negative s'explique par une composition beaucoup plus riche en DMCBSu 



WO 2007/034320 



PCT/IB2006/002666 



20 

qu'en PDGF-BB. Le contrdle, constitue uniquement de PDGF-BB, ne migre 
pas. 



Mise en evidence de la stability de la solution du complexe PDGF- DMCBSu 

5 

10 pi d'une solution de PDGF-BB a 0,01 mg/ml a pH 7.4 et 10 pi de 
la solution du complexe PDGF-BB /DMCBSu a pH 7.4 decrite ci-dessus sont 
placees sur un banc d'agitation pendant 48h a temperature ambiante. Apres 
centrifugation, la concentration en PDGF-BB dans chacune des solutions est 
10 evaluee par SDS-Page. II apparait que la concentration en PDGF-BB en 
solution dans le cas du complexe PDGF-BB /DMCBSu n'a pas change alors 
que celle de la solution de PDGF-BB seule a diminue. 



Mise en evidence de la protection du PDGF-BB contre la trypsine dans ce 
15 complexe PDGF-BB/ DMCBSu 

10 pi de la solution du complexe BMP-2/DMCTrpOMe decrite ci- 
dessus sont verses dans 90 pi d'une solution de trypsine a 10 ng/ml a 37°C. 

Par un prelevement de 10 pi, la concentration en PDGF-BB est 
20 mesuree toutes les 30 minutes par Elisa apres avoir arrete la reaction 
enzymatique par I'ajout de 10 pi d'une solution d'indole a 10 pg/ml. 

Cette cinetique revele que le PDGF-BB seul est totalement 
degrade en 1h30 alors qu'il ne Test pas dans le complexe PDGF-BB/ DMCBSu. 

25 Validation de I'activite biologique du complexe PDGF-BB/ DMCBSu 



Une culture primaire des fibroblastes de derme humain (Human 
Dermal Fibroblast adult (HDFa) est realisee a une temperature de 37°C dans 
du milieu ccMEM avec 10% de serum de veau foetal (SVF) et 1 % de penicilline- 
30 streptomycine dans une atmosphere saturee en humidite et enrichie en C02 
(5%). Le milieu est renouvele tous les 4 jours. Une dilution de la suspension 
cellulaire dans le milieu de culture a ensuite ete realisee pour ensemencer les 
boftes de culture a une densite de 5.000 cellules/puits pour des plaques de 96 
puits (societe Nunc). 



35 



WO 2007/034320 



PCT/IB2006/002666 



21 

Pour chaque lot de cellules, I'effet stabilisant du PDGF-BB par le 
complexe a diff6rentes concentrations, a ete verifie par incorporation de 
thymidine tritiee (5000 cellules/puits dans 100 pi). Apres 24 heures de sevrage, 
les fibroblastes sont stimules par addition de PDGF-BB, a differentes 
5 concentrations allant de 0,1 a 100 ng/ml, en presence ou non du polymere 
amphiphile, a une concentration de 1 pg/ml. L'incorporation de la thymidine 
tritiee est effectuee 18 heures apres la stimulation par le PDGF-BB en 
presence ou non du complexe, par addition d'une solution a 50 pCi/ml, soit 
0,5 pCi/puits. La radioactivite est recuperee dans des fioles de comptage, les 
10 puits ont ete rinces par 100 pi de NaOH 100 mM et la radioactivite est comptee 
apres addition de 1 ml de liquide de scintillation (Zinsser Analytic), sur un 
compteur automatique. 

Les resultats obtenus sont represents sur la figure 1 annexee 
15 sur laquelle la quantite de thymidine tritiee incorporee par les fibroblastes (en 
Dpm x 103), est exprimee en fonction de la concentration en PDGF-BB en 
pg/ml. 

La courbe en trait plein represente les resultats du complexe 
selon I'invention a une concentration de 1 pg/ml en derive de dextran et la 
20 courbe en traits pointilles les resultats en absence du derive de dextran. 

L'ED50 correspond a la concentration en PDGF-BB pour avoir 
50 % de proliferation des fibroblastes humain. Le ratio R est le rapport des 
ED50 calcule comme suit : 

R = ED50 (PDGF-BB) / ED50 (PDGF-BB + DMCBSu) 
25 Ces resultats montrent que lorsque le PDGF-BB est utilise 

seul, il est necessaire d'en employer 6 pg/ml pour obtenir 50 % de proliferation, 
alors que lorsque le PDGF-BB est complexe par un derive de dextran de 
formule (I), il suffit de 2 pg/ml pour atteindre 50 % de proliferation. Le ratio R, 
dans ce cas, est egal a 3. 



WO 2007/034320 



PCT/IB2006/002666 



22 

Exemple 2 : Complexe PDGF-BB/DMCTrpOMe 

Synthese du carboxymethyl dextran modifie par Tester methylique du 
tryptophane (DMCTrpOMe) 

5 

Le polymere amphiphile est synthetise a partir d'un carboxymethyl 
dextran ayant un degre de substitution en carboxymethyl par unite 
saccharidique de 1.0 et une masse molaire moyenne de 40000 g/mol. L'ester 
methylique du tryptophane est greffe sur les acides de ce polymere selon une 
10 m6thode classique de couplage dans I'eau en presence d'un carbodiimide 
hydrosoluble. Le degre de substitution en tryptophane par unite saccharidique 
est de 0.3 determine par RMN 1 H. 

Preparation du complexe PDGF-BB/DMCTrpOMe 

15 

10 pi d'une solution de PDGF-BB a 0,1 mg/ml est ajoutee a 90 pi 
d'une solution de DMCTrpOMe a 50 mg/ml. Les solutions de PDGF-BB et de 
DMCTrpOMe sont tamponnees a pH 7.4 et 300 mOsm. Cette solution est mise 
sous agitation douce deux heures a temperature ambiante puis stockee a 4°C. 

20 

Mise en evidence de la formation d'un complexe PDGF-BB/DMCTrpOMe 

10 pi de la solution du complexe PDGF-BB/DMCTrpOMe decrite ci- 
dessus est deposee sur un gel d'agarose pour une electrophorese sur gel avec 

25 une revelation immunologique. La migration des composes s'effectue sous 
I'effet d'un champ electrique (200mA - 4 heures). Apres migration, le PDGF-BB 
est transfere sur une membrane de PVDF durant une nuit, puis revele par 
immunoblotting avec des anticorps de chevre anti-PDGF-BB sur lesquels se 
fixeront des anticorps secondaires anti-IgG de chevre couples a la peroxidase 

30 revelee par un' substrat (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue 
tetrazolium). 

Le complexe PDGF-BB/DMCTrpOMe migre vers I'anode. Sa 
charge negative s'explique par une composition beaucoup plus riche en 
DMCTrpOMe qu'en PDGF-BB. Le controle, constitue uniquement de PDGF- 
35 BB, ne migre pas. 
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Mise en evidence de la stability du complexe PDGF-BB/DMCTrpOMe 

10 pi d'une solution de PDGF-BB a 0,01 mg/ml a pH 7.4 et 10 p! de 
la solution du complexe PDGF-BB/DMCTrpOMe a pH 7.4 decrite ci-dessus 
5 sont placees sur un banc d'agitation pendant 48h a temperature ambiante. La 
concentration en PDGF-BB dans chacune des solutions est evaluee par SDS- 
Page. II apparait que la concentration en PDGF-BB en solution dans le cas du 
complexe PDGF-BB/DMCTrpOMe n'a pas change alors que celle de la solution 
de PDGF-BB seule a diminue. 

10 

Mise en evidence de la protection du PDGF-BB contre la trypsine dans ce 
complexe PDGF-BB/DMCTrpOMe 

10 pi de la solution du complexe PDGF-BB/DMCTrpOMe decrite 
15 ci-dessus est incubee avec 90pL une solution de Trypsine a 10 ng/mi a 37°C. 
Par un pr6levement de 10 pi toutes les 30 minutes, rintegrite structural du 
PDGF-BB est evaluee par electrophorese sur gel de polyacrylamide (SDS- 
Page) apres avoir arrete la reaction enzymatique par Tajout de 10 pi d'une 
solution d'indole a 10 pg/ml 
20 Cette cinetique revele que le PDGF-BB seul est totalement 

degrade en 1h30 alors qull ne Test pas dans le complexe PDGF- 
BB/DMCTrpOMe. 

Exemple 3 : Complexe PDGF-BB/CMCBSu 

25 

Synthese de la carboxyrnethyl cellulose sulfate modifie par la benzylamine 
(CMCBSu) 

Le polymere amphiphile est synthetise a partir d'une carboxyrnethyl 
30 cellulose ayant un degre de substitution en carboxyrnethyl par unite 
saccharidique de 1.2 et une masse molaire moyenne de 30000 g/mol. La 
benzylamine est greffee sur les acides de ce polymere selon une methode 
classique de couplage dans Teau en presence d'une carbodiimide 
hydrosoluble. Le degre de substitution en benzylamine par unite saccharidique 
35 est de 0.2 determine par RMN 1 H. La sulfatation est realisee en presence d'un 
complexe S03-Pyridine, le degre de substitution en sulfate est de 0.30 
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Preparation du complexe PDGF-BB/CMCBSu 

10 pi d'une solution de PDGF-BB a 0,1 mg/ml est ajoutee a 90 pi 
5 d'une solution de CMCB a 50 mg/ml. Les solutions de PDGF-BB et de 
CMCBSu sont tamponnees a pH 7.4 et 300 mOsm. Cette solution est mise 
sous agitation douce deux heures a temperature ambiante puis stockee a 4°C. 

Mise en evidence de la formation d'un complexe PDGF-BB/CMCBSu 

10 

10 pi de la solution du complexe PDGF-BB/CMCBSu decrite ci- 
dessus est deposee sur un gel d'agarose pour une electrophorese sur gel avec 
une revelation immunologique. La migration des composes s'effectue sous 
I'effet d'un champ electrique (200mA - 4 heures). Apres migration, le PDGF-BB 
15 est transfere sur une membrane de PVDF durant une nuit, puis revele par 
immunoblotting avec des anticorps de chevre anti-PDGF-BB sur lesquels se 
fixeront des anticorps secondaires anti-IgG de chevre couples a la peroxidase 
HRP revelee par un substrat (5-bromo-4-chloro-3-indolyl phosphate/nitro blue 
tetrazolium). 

20 Le complexe PDGF-BB/CMCBSu migre vers I'anode. Sa charge 

negative s'explique par une composition beaucoup plus riche en CMCBSu 
qu'en PDGF-BB. Le controle, constitue uniquement de PDGF-BB, ne migre 
pas. 

25 Mise en evidence de la stability du complexe PDGF-BB/CMCBSu 

10 pi d'une solution de PDGF-BB a 0,01 mg/ml a pH 7.4 et 10 pi de 
la solution du complexe PDGF-BB / CMCBSu a pH 7.4 decrite ci-dessus sont 
places sur un banc d'agitation pendant 48h a temperature ambiante. Apres la 
30 centrifugation, la concentration en PDGF-BB dans chacune des solutions est 
evaluee par SDS-Page. II apparait que la concentration en PDGF-BB en 
solution dans le cas du complexe PDGF-BB/CMCBSu n'a pas change alors 
que celle de la solution de PDGF-BB seule a diminue. 

35 Mise en evidence de la protection du PDGF-BB contre la trypsine dans ce 
complexe PDGF-BB/CMCBSu 
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10 pi de la solution du complexe PDGF-BB/CMCBSu decrite ci- 
dessus est incubee avec 90pL une solution de Trypsine a 10 ng/mL a 37 C C. 
Par un prelevement de 10 pi toutes les 30 minutes, I'integrite structurale du 
5 PDGF-BB est evaluee par electrophorese sur gel de polyacrylamide (SDS- 
Page) apres avoir arrete la reaction enzymatique par I'ajout de 10 pi d'une 
solution d'indole a 1 0 pg/ml. 

Cette cinetique revele que le PDGF-BB seul est totalement 
degrade en 1h30 alors qu'il ne I'est pas dans le complexe PDGF-BB/DMCBSu. 

10 

Contre-exemple 1 : complexe PDGF-BB/CMCB 

Synthase de la carboxymethyl cellulose modifie par la benzylamine (CMCB) 

15 Le polymere amphiphile est synthetase a partir d'une carboxymethyl 

cellulose ayant un degre de substitution en carboxymethyl par unite 
saccharidique de 1.2 et une masse molaire moyenne de 30000 g/mol. La 
benzylamine est greffee sur les acides de ce polymere selon une methode 
classique de couplage dans I'eau en presence d'une carbodiimide 

20 hydrosoluble. Le degre de substitution en benzylamine par unite saccharidique 
est de 0.2 determine par RMN 1 H. 

Preparation du complexe PDGF-BB/CMCB 

25 10 pi d'une solution de PDGF-BB a 0,1 mg/ml est ajoutee a 90 pi 

d'une solution de CMCB a 50 mg/ml. Les solutions de PDGF-BB et de CMCB 
sont tamponnees a pH 7.4 et 300 mOsm. Cette solution est mise sous agitation 
douce deux heures a temperature ambiante puis stockee a 4°C. 

30 Mise en evidence de la non formation de complexe PDGF-BB/CMCB 

10 pi de la solution du complexe PDGF-BB/CMCB decrite ci- 
dessus est deposee sur un gel d'agarose pour une electrophorese sur gel 
avec une revelation immunologique. La migration des composes s'effectue 
35 sous I'effet d'un champ electrique (200mA - 4 heures). Apres migration, le 
PDGF-BB est transfere sur une membrane de PVDF durant une nuit, puis 
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revele par immunoblotting avec des anticorps de chevre anti-PDGF-BB sur 
lesquels se fixeront des anticorps secondares anti-IgG de chevre couples a la 
peroxidase HRP revelee par un substrat (5-bromo-4-chloro-3-indolyl 
phosphate/nitro blue tetrazolium). 

5 

La revelation ne montre pas de migration du PDGF-BB seul avec le 
polymere amphiphile. II n'y a pas eu formation de complexe entre le CMCB et 
le PDGF-BB. 
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REVENDICATIONS 

1 ; Complexe polymere amphiphile-PDGF, stable physiquement et 
chimiquement, soluble dans I'eau, caracterise en ce que : 

Les polymeres amphiphiles sont constitues d'un squelette 
pplyrhSrique hydrophile fohctionnalise par des substituants hydrophobes et des 
groupements hydrophiles selon la formule generate suivante. 



10 
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• R, R\ etant une liaison ou une chaine comprenant entre 1 et 18 
carbones, 6ventuellement branchee et/ou insaturee comprenant un ou 
plusieurs heteroatomes, tels que O, N ou/et S, 

R et R etant identiques ou differents entre eux 

• F, F* etant un ester, un thioester, un amide, un carbonate, un 
carbamate, un ether, un thioether, une amine, 

F et F' etant identiques ou differents entre eux 

• X etant un groupement hydrophile pouvant etre : 

o un carboxylate 
o un sulfate 
o un sulfonate 
o un phosphate 
o un phosphonate 

• Y etant un groupement hydrophile pouvant etre : 

o un sulfate 
o un sulfonate 
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o un phosphate 
o un phosphonate 



• Hy etant un groupement hydrophobe pouvant etre : 

5 o un alkyle lineaire ou ramifie en C8 a C30, eventuellement 

insature et/ou contenant un ou plusieurs heteroatomes, tels que 
O, N ou S, 

o un alkylaryl ou un arylalkyle lineaire ou ramifie en C8 a C18, 
eventuellement insature et/ou contenant eventuellement un 
10 heteroatome 

o un polycycle en C8 & C30 eventuellement insature. 

n et o sont compris entre 1 et 3, 

h represente la fraction molaire de motif hydrophobe par rapport a 
15 une unite monomerique comprise entre 0.01 et 0.5 

x represente la fraction molaire de groupements hydrophiles par 
rapport a une unite monomerique, comprise entre 0 et 2.0. 

y represente la fraction molaire de groupements hydrophiles par 
rapport a une unite monomerique, comprise entre 0 et 0.5. 

20 

- le PDGF est choisi dans le groupe des PDGFs (Platelet-Derivated 
Growth Factors). 



2. Complexe selon la revendication 1, caracterise en ce que le 
25 PDGF est choisi dans le groupe constitue par les PDGFs recombinants 

humains comportant deux chaines B (rhPDGF-BB). 

3. Complexe selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le polymere est choisi parmi les polymeres 

30 dont les substituants sont repartis de fagon statistique. 

4. Complexe selon Tune quelconque des revendications 
precedentes, caracterise en ce que le polymere amphiphile est choisi parmi les 
polyaminoacides. 

35 
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5. Complexe selon la revendication 4, caracterise en ce que les 
polyaminoacides sont choisis dans le groupe constitue par les polyglutamates 
ou les polyaspartates. 

5 6. Complexe selon la revendication 5, caracterise en ce que les 

polyaminoacides sont des homopolyglutamates. 

7. Complexe selon la revendication 6, caracterise en ce que les 
polyaminoacides sont des homopolyaspartates. 

10 

8. Complexe selon la revendication 7, caracterise en ce que les 
polyaminoacides sont des copolymers d'aspartate et de glutamate. 

9. Complexe selon I'une des revendications 1 a 5, caracterise en ce 
15 que le polymere est choisi parmi les polysaccharides. 

10. CompleXe selon la revendication 9, caracterise en ce que les 
polysaccharides sont choisis dans le groupe constitue par les hyaluronanes, 
les alginates, les chitosans, les galacturonanes, la chondroitin-sulfate, les 

20 dextrans, les celluloses. 

11. Complexe selon la revendication 10, caracterise en ce que le 
groupe des celluloses est constitue des celluloses fonctionnalisees par des 
acides comme la carboxymethylcellulose. 

25 

12. Complexe selon la revendication 10, caracterise en ce que le 
groupe des dextrans est constitue des dextrans fonctionnalises par des acides 
comme le carboxymethyldextran. 

30 13. Complexe selon la revendication 9, caracterise en ce que les 

polysaccharides sont choisis dans le groupe constitue par les hyaluronanes, 
les alginates, les chitosans. 



35 



14. Complexe selon la revendication 9, caracterise en ce que les 
polysaccharides sont choisis dans le groupe constitue par les derives de 
dextran soluble repondant a la formule (I) suivante : 
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DMC a BbSu c (I) 
dans laquelie : 

- D represente une chame polysaccharidique, de preference 
constitute par des enchainements d'unites glucosidiques, 

5 - MC represente des groupes methylcarboxylique, 

- B represente des groupes N-benzylmethylenecarboxamide, 

- Su represente des groupes sulfates (sulfatation des fonctions 
hydroxyle iibres, portees par les unites glucosidiques), 

- a, b et c represented le degre de substitution (ds), 
10 respectivement des groupements MC, B et Su avec 

i) a strictement superieur a 0 ; 

ii) b est tel que : 

. soit b est superieur ou egal a 0,3 et c est compris entre 0,1 et 

0,5; 

15 . soit b est strictement inferieur a 0,3 et c repond a ('equation (1) 

suivante : 

c> 8,5 b 2 -5,41 b + 0,86 (1). 



15. Complexe selon Tune quelconque des revendications 
20 precedentes caracterise en ce que le groupe hydrophobe Hy est choisi dans le 

groupe constitue par les acides gras, les alcools gras, les amines grasses, les 
amines benzyliques, les derives du cholesterol et les phenols. 

16. Complexe selon Tune quelconque des revendications 
25 precedentes caracterise en ce que la formation du complexe polymere 

amphiphile-PDGF est reversible. 



17. Complexe selon Tune quelconque des revendications 
precedentes caracterise en ce qu'il satisfait aux tests de mise en evidence de 

30 la stabilisation chimique et physique. 

18. Complexe selon la revendication 17, caracterise en ce que les 
tests de mise en evidence de la stabilisation chimique et physique sont choisis 
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dans le groupe constitue du du test de mise en evidence du complexe (Gel 
Mobility Shift Assay), du test de ralentissement de la degradation enzymatique 
par mise en contact avec une protease et du test de stabilisation physique a pH 
physiologique realise par SDS-Page. 

5 

19. Complexe selon Tune quelconque des revendications 
precedentes caracterise en ce que le ratio PDGF/polymere amphiphile est 
compris entre 1/5 et 1/5000. 

10 20. Complexe selon I'une quelconque des revendications 

precedentes caracterise en ce que le ratio PDGF/polymere amphiphile est 
compris entre 1/100 et 1/5000. 

21. Complexe selon I'une quelconque des revendications 
15 precedentes caracterise en ce que le ratio PDGF/polymere amphiphile est 

compris entre 1/300 et 1/700. 

22. Procede de preparation du complexe polymere amphiphile- 
PDGF selon I'une quelconque des revendications precedentes, caracterise en 

20 ce que Ton prepare ce complexe polymere/PDGF-BB en milieux aqueux et en 
absence de solvant organique susceptible de denaturer la proteine. 

23. Composition therapeutique caracterisee en ce qu'elle 
comprend un complexe polymere amphiphile-PDGF selon I'une quelconque 

25 des revendications 1 a 22. 

24. Composition therapeutique selon la revendication 20, 
caracterisee en ce qu'elle permet une administration de 100 ug par ml de 
PDGF. 

30 

25. Utilisation d'un complexe polymere amphiphile-PDGF selon 
I'une quelconque des revendications 1 a 22 pour la preparation d'une 
composition therapeutique a action cicatrisante destinee au traitement des 
ulceres par voie topique. 

35 
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26. Methode de traitement therapeutlque a usage humain ou 
veterinaire caracterisee en ce qu'elle consiste a administrer au site de 
traitement une composition therapeutique comprenant un compJexe polymere 
amphiphile-PDGF selon Tune quetconque des revendications 1 a 22. 
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